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Uzyskiwanie przez komórki zdolności do nieograniczonego wzrostu (tzw. immortalizacja) jest krytycznie ważnym etapem 
rozwoju nowotworów, ponieważ wtedy mogą nagromadzać się zmiany w materiale genetycznym, które warunkują osiągnięcie 
pełni fenotypu nowotworowego. W niniejszej pracy scharakteryzowano modele komórkowe stosowane w badaniach procesu 
immortalizacji ludzkich komórek, zwracając uwagę na najistotniejsze ograniczenia tych układów badawczych, które wynikają 
ze sposobu uzyskiwania immortalizowanych populacji komórek, a także związane są z tkankową swoistością procesów 
przełamywania ograniczeń programu starzenia podziałowego. Przedstawiono następnie własny, nowy model badania procesu 
immortalizacji, który obejmuje sześć spontanicznie immortalizowanych linii limfoblastów T, wyprowadzonych za pomocą 
własnego systemu długotrwałej hodowli limfocytów T w obecności interleukiny 2 (IL-2). Dwie linie pochodzą z normalnej 
śledziony, a cztery pozostałe uzyskano z krwi obwodowej pacjentów z zespołem Nijmegen (NBS), recesywnie dziedziczonej 
choroby, która charakteryzuje się m.in. bardzo silną predyspozycją do rozwoju nowotworów układu chłonnego. Analiza 
profilu DNA wykluczyła krzyżowe zanieczyszczenie tych immortalizowanych linii i potwierdziła, że pochodzą one od różnych 
osób. Celem przestawionych w dalszej części tej rozprawy badań własnych była analiza morfologii, zmian molekularnych oraz 
cytogenetycznych, które towarzyszyły spontanicznej immortalizacji komórek wspomnianych linii limfocytów T. Nasze badania 
pokazały, że komórki wszystkich immortalizowanych linii, które pochodzą od pacjentów z zespołem NBS intensywnie barwią 
się na obecność CD30, zarówno w obszarze błony komórkowej, jak i w okolicy aparatu Golgi’ego oraz ujawniają inne cechy 
typowe dla anaplastycznego chłoniaka z dużych komórek, takie jak: silna ekspresja CD25, obfita cytoplazma z ziarnistościami 
oraz nerkowate lub podkowiaste jądra i/lub wiele jąder. W jednej z tych linii stwierdziliśmy obecność podgrupy komórek 
z jądrową ekspresją białka kinazy chłoniaka anaplastycznego (ALK) oraz ze znacząco zwiększoną liczbą kopii genu ALK, 
ale bez jakichkolwiek jego rearanżacji. Ponadto, zaobserwowaliśmy, że komórki dwóch spośród tych czterech linii utraciły 
część, a komórki jednej linii - większość markerów typowych dla limfocytów T, a więc ujawniły cechę typową dla chłoniaka 
z obwodowych komórek T. Zaobserwowaliśmy także, że spontaniczna immortalizacja komórek opisywanych linii była 
związana ze stabilizacją długości telomerów, wysoką ekspresją telomerazy oraz z zaburzoną regulacją cyklu komórkowego. 
Nasze badania wykazały w szczególności, że spontanicznie immortalizowane linie limfocytów T od pacjentów z zespołem 
NBS, w przeciwieństwie do immortalizowanych linii komórek T z prawidłowym genem NBS1, mają osłabiony punkt 
kontrolujący przejście z fazy G1 do S po napromienieniu komórek, ale jednocześnie niektóre z tych linii nie wykazują w tych 
warunkach wyraźnych zaburzeń nagromadzania się TP53 oraz p21(WAF1/CIP1), za co prawdopodobnie odpowiedzialny 
jest podwyższony poziom ekspresji c-MYC w komórkach tych linii. Zarówno pierwotne, jak i immortalizowane komórki T od 
pacjentów z NBS (z wyjątkiem jednej linii) ujawniły defekt punktu kontrolnego wewnątrz fazy S oraz punktu kontrolującego 
przejście z fazy G2 do M. W niektórych spontanicznie immortalizowanych liniach stwierdziliśmy współwystępowanie wysokiej 
ekspresji cząsteczki p16(INK4a) z obecnością ufosforylowanej formy cząsteczki RB, przy jednocześnie zwiększonej ekspresji 
CDK4, cykliny D2, c-MYC lub cykliny E, co sugeruje, że hamowanie cyklu komórkowego na granicy G1/S przez p16(INK4a) 
zostało przezwyciężone (przełamane) poprzez zwiększoną ekspresję pozytywnych regulatorów cyklu komórkowego podczas 
uzyskiwania przez komórki tych linii nieograniczonego potencjału wzrostowego. Analiza cytogenetyczna wykazała ponadto, że 
w tych immortalizowanych liniach komórek T wystąpiły wspólne zmiany cytogenetyczne w postaci zwielokrotnienia materiału 
pochodzącego z chromosomu 2 (obszar 2p13-24), chromosomu 8 (obszar 8q21-24) oraz chromosomu 3 (obszar 3q26-29), 
co sugeruje obecność w tych obszarach genów, których zwiększona ekspresja ma istotny udział w immortalizacji limfocytów T. 
Przedstawiony w tym opracowaniu własny, nowy model obejmujący spontanicznie immortalizowane linie limfocytów T, które 
ujawniają fenotyp charakterystyczny dla komórek chłoniaka, rozszerza możliwości analizy mechanizmów odpowiedzialnych 
za immortalizację limfocytów oraz rozwój nowotworów układu chłonnego, co może być istotne dla opracowania nowych 
metod diagnostycznych i strategii leczenia nowotworów.
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Spontaneously immortalized human T cell lines 
– a new model for the studies on lymphoma development
Acquisition of an unlimited proliferative potential (cell immortalization) is thought to be an essential step in tumour 
development and progression since uncontrolled, additional cell divisions may allow accumulation of genetic changes, 
necessary to develop a malignant and metastatic phenotype. In this paper the in vitro models for studying the mechanisms of 
human cell immortalization are described, with a special emphasis on the limitations of such approaches, i.e.  impact of an 
inducing factor used for immortalization and tissue specificity requirements. A new, original culture model of spontaneously 
immortalized human T cell lines is also presented. Six T cell lines have been established following mitogen stimulation 
and subsequent growth in the presence of Interleukin 2 (IL-2). Two of these cell lines derive from normal spleen and 
the other four from the peripheral blood of four patients with Nijmegen Breakage Syndrome (NBS), a recessive disorder 
characterized by a very high incidence of lymphoma. The aim of the studies presented here was to analyse morphological, 
as well as molecular and cytogenetic changes associated with spontaneous immortalization. We found that the cells from all 
immortal NBS-derived T cell lines showed strong membrane and the Golgi region expression of CD30, and other features 
characteristic of anaplastic large cell lymphoma (ALCL), i.e. overexpression of CD25, abundant cytoplasm and kidney-
shaped and/or multiple nuclei. A subpopulation of cells of one of these lines, displayed nuclear staining for anaplastic 
lymphoma kinase (ALK) antigen with multiple copies of ALK, but without ALK gene rearrangements. In addition, the 
cells from three immortal T cell lines displayed a loss of pan T-cell antigens, a typical feature of peripheral T-cell lymphoma 
(PTCL). We observed that spontaneous immortalization of the T cell lines described here was associated with telomere 
length stabilization, high telomerase activity and deregulated expression of cell cycle checkpoint molecules. In particular, 
we found that the four immortal T cell lines derived from NBS patients, contrary to two spontaneously immortalized T cell 
lines derived from normal spleen, showed an attenuated radiation-induced G1/S checkpoint, yet, with presumably normal 
TP53/p21(WAF1/CIP1) pathway, apparently due to c-MYC up regulation. Three immortal NBS-derived T cell lines showed 
an impaired intra-S checkpoint, as evidenced by radioresistant DNA synthesis (RDS). All four immortal T cell lines derived 
from NBS patients showed defective G2/M checkpoint. We observed that in some spontaneously immortalized T cell lines 
strong  p16(INK4a) expression and  wild-type pattern of phosphorylated RB form coincided with increased expressions 
of CDK4, cyclin D2, c-MYC or cyclin E, suggesting that growth inhibitory activity of p16(INK4a) was bypassed during 
the process of cell immortalization by enhanced expression of the positive cell cycle regulatory molecules. The cytogenetic 
analysis showed that the spontaneously immortalized T cell lines developed several common chromosomal abnormalities, 
including the acquisition of copy number gains involving chromosomal regions: 2p13-24, 8q21-24 and 3q26-29, suggesting 
that the regions harbor a gene (or genes) important for T cell immortalization. The presented here new in vitro model of 
spontaneously immortalized T cell lines with phenotypes typical of lymphoma can be a valuable tool for studying mechanisms 
of lymphocyte immortalization and for developing more efficient and safer therapy strategies.
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Alfabetyczny wykaz skrótów stosowanych w pracy:
ALK anaplastic lymphoma kinase – kinaza chłoniaka anaplastycznego, 
ALT alternative lengthening of telomeres – alternatywny system stabilizacji telomerów, 
AT ataxia telangiectasia – zespół ataksja teleangiektazja,
ATL adult T-cell leukaemia – białaczka T-komórkowa dorosłych,
CGH Comparative Genomic Hybridization – porównawcza hybrydyzacja genomów,
EBV Epstein-Barr virus – wirus Epsteina-Barra,
EBV/LCL  Epstein-Barr virus-immortalized lymphoblastoid cell lines – linie limfocytów B immortalizowane wirusem 
EBV,
FISH fluorescence in-situ hybridization – fluoroscencyjna hybrydyzacja in situ
HHV human herpesvirus – wirus opryszczki pospolitej, 
HIV human immunodeficiency virus – wirus zespołu nabytego niedoboru odporności
HPV human papilloma virus – wirus brodawczaka ludzkiego,
hTERT human telomerase reverse transcriptase – katalityczna podjednostka ludzkiej telomerazy, 
HTLV  human T-cell leukemia virus type 1 lub human T-cell lymphotrophic virus type 1 – wirus ludzkiej białaczki 
z komórek T lub ludzki wirus T-limfotropowy,
IL-2 Interleukin 2 – interleukina 2,
LT large T antigen – duży antygen T,
NBS  Nijmegen Breakage Syndrome – zespół Nijmegen,
RDS radioresistant DNA synthesis – synteza DNA oporna na promieniowanie,
SISS-T  soluble immune suppressor of T cell proliferation – rozpuszczalny czynnik hamujący proliferację limfo-
cytów T,
ST small t antigen – mały antygen T,
STR short tandem repeats – krótkie, mikrosatelitarne (polimorficzne) sekwencje DNA,
SV40 Simian virus 40 – wirus SV40,
WGA wheat germ agglutinin – lektyna z kiełków pszenicy,
4-NQO 4-nitroquinoline 1-oxide – 1-tlenek 4-nitrochinoliny,
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1. Wstęp
Komórki normalne przekształcają się w nowotworowe na 
skutek stopniowego nagromadzania się zmian w mate-
riale genetycznym, w tym mutacji genowych, nieprawid-
łowości struktury i liczby chromosomów oraz zaburzeń 
epigenetycznych, które prowadzą do zmienionej ekspre-
sji różnych genów [1, 2]. Pojawiają się wówczas między 
innymi zaburzenia mechanizmów regulujących podziały 
komórek, które polegają zwłaszcza na nieskutecznym 
działaniu lub zanikaniu tak zwanych punktów kontrolu-
jących przechodzenie przez kolejne fazy cyklu komór-
kowego [3]. Są to zabezpieczenia, które między innymi 
zapobiegają dalszym podziałom komórek z uszkodzonym 
materiałem genetycznym. Ten właśnie etap jest krytycz-
nie ważny dla nagromadzenia się i utrwalenia powstałych 
mutacji oraz nieprawidłowości w chromosomach, a także 
dla dalszego namnażania się zmienionych komórek, które 
mogą następnie uzyskać zdolność dokonywania inwazji 
normalnych tkanek i tworzenia przerzutów w odległych 
miejscach organizmu. Normalne komórki somatyczne 
ulegają tylko ograniczonej liczbie podziałów, ponieważ 
podlegają kontroli ze strony programu starzenia podzia-
łowego [4]. Stąd też przełamanie ograniczeń tego progra-
mu i uzyskanie przez komórki zdolności do nieograniczo-
nego namnażania się (tzw. immortalizacja) jest krytycznie 
ważnym etapem procesu rozwoju nowotworów [5]. 
W procesach starzenia podziałowego oraz w rozwoju 
nowotworów istotną rolę odgrywają telomery – wyspecja-
lizowane struktury umiejscowione na końcach chromo-
somów oraz telomeraza – enzym zdolny do syntezy telo-
merów. Telomery są odcinkami DNA o powtarzającej się 
sekwencji TTAGGG, które wraz ze specyficznymi białka-
mi tworzą złożony kompleks chroniący końce chromoso-
mów przed ich rozpoznawaniem jako pęknięć podwójnej 
nici DNA oraz zapobiegają ich fuzji lub nieuprawnionej 
rekombinacji [6]. Komórki somatyczne, z wyjątkiem nie-
których komórek z tkanek ulegających samoodnowie, 
nie posiadają aktywności telomerazy – szczególnego 
rodzaju odwrotnej transkryptazy, która dobudowuje 
telomerowe sekwencje DNA na końcach chromosomów, 
używając swojej własnej matrycy RNA [7]. Dlatego też, 
w normalnych komórkach telomery skracają się stopnio-
wo podczas każdego podziału wskutek niekompletnej 
replikacji końcowego odcinka chromosomalnego DNA 
[6]. Krytyczne zmniejszenie się długości telomerów jest 
sygnałem dla włączenia się programu starzenia podzia-
łowego, głównie z udziałem szlaków zależnych od TP53, 
które inicjują zahamowanie wzrostu i/lub wymieranie 
komórek [8, 9]. Szereg danych wskazuje na istnienie 
także innych, niezależnych od skracania się telomerów 
składowych procesu starzenia podziałowego, które indu-
kowane są na przykład szokiem tlenowym i związane są 
ze szlakami p16(INK4a)/RB [10]. W blisko 90% nowo-
tworów złośliwych stwierdzono aktywność telomerazy, 
która poprzez stabilizację długości telomerów zapewnia 
komórkom zdolność do nieograniczonego wzrostu [7]. 
Ostatnie dane sugerują, że telomeraza może odgrywać 
także inne, niezwiązane z telomerami role, które mię-
dzy innymi polegają na działaniu antyapoptotycznym, na 
indukowaniu mobilizacji oraz pobudzaniu proliferacji 
komórek macierzystych naskórka lub na wspomaganiu 
procesu transformacji nowotworowej [11, 12]. W części 
immortalizowanych linii komórkowych i w części nowo-
tworów stwierdzono brak aktywności telomerazy oraz 
obecność alternatywnego systemu stabilizacji telomerów 
(alternative lengthening of telomeres – ALT) [13].
W ślad za wcześniejszą obserwacją, że zdolność do 
nieograniczonego wzrostu komórek jest cechę recesywną 
[14] przeprowadzono analizę hybryd pomiędzy komór-
kami z różnych immortalizowanych linii i podzielono je 
na 4, tak zwane, grupy komplementacyjne (A, B, C i D) 
[15]. Dalsze badania, które polegały na wprowadzaniu 
do komórek linii immortalizowanych określonych chro-
mosomów lub ich fragmentów pokazały, że w komple-
mentacyjnych grupach B, C i D najczęściej zmutowane są 
geny zlokalizowane odpowiednio w obszarach: 4q22-q23, 
1q oraz 7q31 [16-18]. W kolejnych badaniach wykaza-
no, że grupa komplementacyjna D jest niejednorodna, 
ponieważ zawiera linie, których immortalizacja uwarun-
kowana jest kilku odrębnymi zmianami genetycznymi 
[19]. Ponadto, Sasaki i wsp. zaobserwowali, że dwa różne 
normalne chromosomy mogą indukować proces starze-
nia podziałowego w tej samej linii raka błony śluzowej 
macicy, dostarczając tym samym niezależnego dowodu 
istnienia wielu szlaków, które mogą inicjować ten proces 
[20]. Następnie potwierdzono, że zależnie od typu tkan-
ki geny odpowiedzialne za kontrolę programu starzenia 
podziałowego obecne są w różnych chromosomach, na 
przykład w chromosomie 6q w fibroblastach [21, 22], 
a w chromosomach: 3p oraz 10p w komórkach nabłonko-
wych [23-25]. Stwierdzono także, że w niektórych spośród 
tych chromosomów mogą znajdować się geny kodujące 
czynniki hamujące aktywność telomerazy, na przykład 
w chromosomach: 3p, 5p oraz 10p [26-29]. 
Znalezienie różnic pomiędzy komórkami normal-
nymi i zdolnymi do nieograniczonego wzrostu ma istot-
ne znaczenie dla opracowania nowych, metod diagno-
stycznych oraz nowych strategii leczenia nowotworów. 
Badania w tym zakresie prowadzone są przeważnie 
z użyciem modeli komórkowych, które w różnym stopniu 
odzwierciedlają proces uzyskiwania przez komórki zdol-
ności do nieograniczonego wzrostu podczas powstawania 
nowotworu. 
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2.  Modele badania poza ustrojem 
immortalizacji ludzkich komórek 
A .   E k s p o z y c j a  n a  k a r c y n o g e n n e  z w i ą z k i 
c h e m i c z n e  i / l u b  p r o m i e n i o w a n i e 
j o n i z u j ą c e
Po wielokrotnej ekspozycji in vitro ludzkich fibroblastów 
na 1-tlenek 4-nitrochinoliny (4-NQO) lub na promie-
niowanie jonizujące uzyskano 3 immortalizowane linie: 
SUSM-1, KMST-6 oraz OUMS-24F [30-32]. Badania 
z użyciem tych linii wykazały, że immortalizacja ludz-
kich fibroblastów jest procesem wieloetapowym, pod-
czas którego ważną rolę odgrywa mutacja genu TP53, 
zmiany ekspresji innych regulatorów cyklu komórkowe-
go – w tym CDK2, CDK4 lub c-MYC – oraz utrata lub 
inaktywacja genu(ów) znajdujących się w chromosomie 6 
(31-33). Ponadto badania te pokazały, że immortalizacja 
jest krytycznym, wstępnym warunkiem procesu pełnej 
transformacji nowotworowej in vitro [31]. 
Szczególny przypadek immortalizacji wywołanej pro-
mieniowaniem jonizującym dotyczy wyprowadzenia linii 
fibroblastów skóry pochodzących od osoby, która prze-
żyła wybuch bomby atomowej w Nagasaki [34]. Komórki 
tej linii wykazały utratę heterozygotyczności genu TP53, 
a także bardzo wydłużone telomery, co sugeruje obecność 
alternatywnego systemu stabilizacji telomerów. 
B .   I n f e k c j a  w i r u s a m i  l u b  t r a n s f e k c j a 
g e n a m i  w i r u s o w y m i
Zakażenie niektórymi wirusami onkogennymi lub trans-
fekcja ich genami może pobudzać proliferację normal-
nych ludzkich komórek i prowadzić do ich immortalizacji. 
Można w ten sposób uzyskać linie fibroblastów immorta-
lizowane wirusem SV40 (Simian virus 40), linie limfo-
cytów B immortalizowane wirusem EBV (Epstein-Barr 
virus), linie limfocytów T immortalizowane wirusami: 
HTLV-I lub HTLV-II, to znaczy wirusami z ludzkiej bia-
łaczki z komórek T typu I lub II, (human T-cell leukemia 
virus type 1 lub human T-cell lymphotrophic virus type 1) 
albo wirusem Herpesvirus saimiri, linie komórek nabłon-
ka immortalizowane wirusami brodawczaka ludzkiego: 
HPV-16, HPV-18 (human papilloma virus) lub SV40 oraz 
linie komórek śródbłonka naczyniowego immortalizo-
wane wirusem SV40 lub wirusem opryszczki pospolitej, 
HHV (human herpesvirus). 
Maksymalna liczba podziałów fibroblastów ulega 
znacznemu zwiększeniu po zakażeniu tych komórek wiru-
sem SV40 lub po transfekcji jego genami kodującymi tzw. 
duży antygen T (large T antigen, LT) – który inaktywuje 
m.in. białka z grupy supresorów wzrostu nowotworowe-
go: TP53 i RB oraz p107 i p130 [35], a także tzw. mały 
antygen T (small t antigen, ST), posiadający zdolność 
hamowania aktywności cząsteczek z rodziny białkowej 
fosfatazy PP2A [36]. Zaobserwowano, że wzrost prze-
ważającej większości tak zmienionych komórek ulega 
jednak zahamowaniu po dodatkowych 20-30 podziałach, 
przy czym tylko nieliczne klony ulegają immortalizacji 
z częstością około 10-7 [37]. Warto zauważyć, że immor-
talizacja wirusem SV40 wyraźnie modyfikuje reakcję na 
promieniowanie jonizujące fibroblastów pochodzących od 
chorych z zespołem ataxia telangiectasia (AT), nie zmie-
niając jednak w podobny sposób fibroblastów normalnych 
[38, 39]. Podobnie, białko T wirusa SV40 znacznie silniej 
indukuje proces endoreduplikacji w fibroblastach osób 
z zespołem Nijmegen (Nijmegen Breakage Syndrome) 
(NBS), niż w fibroblastach od osób zdrowych [40]. Tak 
więc, zmiany wywoływane przez wirusa SV40 w immorta-
lizowanych fibroblastach mogą być uwarunkowane także 
przez genotyp tych komórek, co może utrudniać właściwą 
interpretację danych doświadczalnych.
Immortalizacja różnych typów komórek nabłonko-
wych możliwa jest po ich zakażeniu wirusem HPV albo 
po transfekcji genami tego wirusa, kodującymi białka: E6 
i/lub E7. Badania z użyciem tego modelu komórkowego 
koncentrują się przede wszystkim na poznawaniu, w jaki 
sposób obie wirusowe onkoproteiny przełamują ograni-
czenia programu starzenia podziałowego poprzez inak-
tywację szlaków, związanych przede wszystkim z TP53, 
RB oraz z różnymi inhibitorami kinaz zależnych od cyklin 
[41-43], a także poprzez indukowanie wysokiej aktywno-
ści telomerazy [44]. Badania tych linii umożliwiły ponadto 
identyfikowanie zmian chromosomowych towarzyszących 
immortalizacji komórek nabłonkowych. W wyniku tych 
badań ustalono na przykład, że utrata materiału gene-
tycznego z chromosomów: 3p, 10p lub zwielokrotnienie 
materiału genetycznego w chromosomie 20q występują 
zarówno w komórkach immortalizowanych in vitro, jak 
i w komórkach raka szyjki macicy, raka piersi, raka jajni-
ka oraz raka pęcherza [23, 24, 45, 46]. 
Linie limfocytów B immortalizowane wirusem EBV 
(EBV-transformed B-lymphoblastoid cell lines) (EBV/LCL) 
są od wielu lat powszechnie stosowane w badaniach in 
vitro, jednak dopiero niedawno wykazano, że w większo-
ści przypadków nie są one obdarzone nieograniczonym 
potencjałem wzrostowym. Komórki z takich linii mają 
zazwyczaj normalny kariotyp, zaś wobec braku lub niskiej 
aktywności telomerazy ich telomery ulegają sukcesyw-
nemu skracaniu po kolejnych podziałach, co prowadzi 
do kryzysu wzrostu po 150-180 podziałach [47]. Tylko 
nieliczne klony komórek przełamują ten kryzys i ulegają 
dalej rzeczywistej immortalizacji z częstością, która jest 
zbliżona do obserwowanej w liniach fibroblastów zaka-
żonych wirusem SV40. Te prawdziwie immortalizowane 
limfocyty B charakteryzują się wysoką aktywnością telo-
merazy, aneuploidią i innymi zmianami, w tym: obniżoną 
ekspresją p16(INK4a)/RB, mutacjami w genie TP53 oraz 
odmienną wrażliwością na niektóre cytostatyki [48-51]. 
Autorzy większości badań nie określają „statusu immor-
talizacji” stosowanych przez siebie linii EBV/LCL, co 
może być przyczyną uzyskiwania rozbieżnych danych, na 
przykład podczas badań mechanizmów regulacji cyklu 
komórkowego. 
Analiza linii ludzkich limfocytów T CD4+ immor-
talizowanych za pomocą transfekcji genem Tax wirusa 
HTLV-I  umożliwiła poznanie zaburzeń regulacji cyklu 
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komórkowego oraz różnych szlaków wewnątrzkomórko-
wych w przebiegu infekcji tym wirusem, które prowadzą 
do rozwoju białaczki z komórek T dorosłych (adult T cell 
leukemia) (ATL) [52]. Stwierdzono, że białko Tax odgry-
wa kluczową rolę w procesie immortalizacji limfocytów T 
zakażonych wirusem HTLV-I, ponieważ sprzyja aktywacji 
i rozplemowi tych komórek, między innymi pobudza-
jąc ekspresję genu dla interleukiny 2 (hIL-2) oraz jej 
receptora, inaktywując TP53, blokując funkcjonalnie 
p16(INK4a) i zmniejszając poziom ekspresji p27(Kip1), 
tym samym zwiększając aktywność kompleksów CDK4/
cyklina D oraz CDK2/cyklina E, a także zwiększając eks-
presję cykliny D2 [53-56]. Stąd też zaskakujące wydają się 
ostatnie dane Gabet i wsp., którzy pokazali, że Tax hamu-
je transkrypcję genu katalitycznej podjednostki telome-
razy (human telomerase reverse transcriptase) (hTERT) 
oraz aktywność telomerazy w limfocytach T [57]. Zgodnie 
z hipotezą przedstawioną przez autorów tego raportu 
białko Tax we wczesnej fazie rozwoju białaczki ATL 
inaktywuje w aktywnie proliferujących komórkach biał-
ko TP53 oraz blokuje ekspresję hTERT oraz aktywność 
telomerazy, tym samym sprzyjając szybszemu skracaniu 
się telomerów i ich trwałej dysfunkcji, która powoduje 
stopniowe nagromadzanie się aberracji chromosomo-
wych. W dalszym etapie, na skutek kolejnych mutacji 
m.in. w TP53, może wystąpić utrwalona inaktywacja tego 
genu, zaś niższy poziom ekspresji Tax sprzyja reaktywacji 
telomerazy i, w rezultacie, przywróceniu funkcjonalnej 
integralności telomerów i stabilizacji ich długości, dopro-
wadzając do pojawienia się pełnego obrazu choroby. 
Zakażenie wirusem Herpesvirus saimiri indukuje 
u niektórych gatunków małp bardzo agresywne chło-
niaki z komórek T [58]. Wirus ten posiada jednocześnie 
zdolność immortalizacji normalnych ludzkich limfocy-
tów T, które zachowują jednak wiele wyjściowych cech 
macierzystej populacji, takich jak na przykład zdolność 
odpowiedzi na swoisty antygen lub nieswoiste mitogeny 
poprzez szlaki pobudzenia typowe dla normalnej komór-
ki T [59]. Linie komórek T immortalizowane wirusem 
Herpesvirus saimiri różnią się jednak od swej macierzy-
stej populacji między innymi pod względem zwiększonej 
reaktywności na związanie CD2 [58, 60], zaburzonej eks-
presji kinazy PTK Lyn [61], czy też przesunięciem profilu 
syntezy cytokin w kierunku typowym dla podgrupy Th1 
[62]. Immortalizacja z użyciem H. saimiri ułatwiła także 
namnożenie i funkcjonalną analizę bardzo małej liczeb-
nie subpopulacji komórek T – limfocytów T gamma/delta 
[63]. Linie immortalizowane H. saimiri są ponadto podat-
ne na infekcję wirusem zespołu nabytego niedoboru 
odporności typu I lub II (human immunodeficiency virus) 
(HIV-1 lub HIV-2), co bardzo ułatwia namnażanie tych 
wirusów, w tym zwłaszcza szczepów o słabej zdolności do 
replikacji [64]. 
C .   Wy m u s z o n a  e k s p r e s j a  o n k o g e n ó w
Opisano kilka immortalizowanych linii ludzkich fibro-
blastów lub komórek nabłonkowych, które uzyskano po 
transfekcji genami: c-MYC lub v-MYC [65-67], cykliny 
A2 albo CDK1 [68]. Analiza linii komórek nabłonka 
z gruczołu krokowego immortalizowanych za pomocą 
wymuszonej ekspresji c-MYC potwierdziła kluczową rolę 
zwiększonej ekspresji tego onkogenu w rozwoju nowo-
tworu tego narządu [69]. 
Wcześniejsze dane pokazały także, że wymusze-
nie ekspresji genu Bmi1, kodującego białko z grupy 
polycomb, które działa jako transkrypcyjny represor sze-
regu genów mających udział w rozwoju nowotworów [70], 
powoduje jedynie wydłużenie okresu życia podziałowe-
go ludzkich fibroblastów [71], natomiast w późniejszych 
badaniach wykazano, że można uzyskać immortalizowane 
linie ludzkich komórek nabłonkowych poprzez wymusze-
nie ekspresji Bmi1 [72, 73]. 
Nieprawidłowa ekspresja białek z grupy ID, które 
zawierają motyw helisa-pętla-helisa (helix-loop-helix) ma 
istotny udział w procesie nowotworzenia poprzez stymu-
lowanie proliferacji komórek, hamowanie różnicowania 
oraz indukowanie neoangiogenezy [74]. Opisano uzyska-
nie immortalizowanej linii keratynocytów po wymuszo-
nej ekspresji genu Id-1 i zaobserwowano w tej populacji 
komórek indukcję aktywności telomerazy oraz zaburze-
nia szlaków kontrolowanych przez TP53 oraz RB [75]. 
Kolejna próba zastosowania tego podejścia przez inny 
zespół umożliwiła jedynie wydłużenie życia podziałowego 
keratynocytów [76]. 
D .   Wy m u s z e n i e  e k s p r e s j i  t e l o m e r a z y 
p o p r z e z  w p r o w a d z e n i e  g e n u 
h T E R T,  k t ó r y  k o d u j e  k a t a l i t y c z n ą 
p o d j e d n o s t k ę  t e l o m e r a z y  
Wprowadzenie do normalnych komórek różnych tka-
nek genu hTERT umożliwia znaczne wydłużenie życia 
podziałowego komórek, a w niektórych przypadkach ich 
immortalizację [77, 78]. Stwierdzono przy tym, że uzy-
skanie w ten sposób immortalizowanych linii komórek 
wymagało, prócz wymuszenia ekspresji telomerazy, także 
wystąpienia lub jednoczesnego wprowadzenia (poprzez 
wymuszenie ekspresji) dodatkowych zmian genetycznych, 
takich jak inaktywacja szlaku p16/RB lub wyciszenie genu 
TP53 [79-85] albo wprowadzenie genu Bmi1 [86-89]. 
W niektórych badaniach podkreśla się, że w komórkach 
takich immortalizowanych linii brak jest zmian typowych 
dla nowotworów złośliwych, zaś kariotyp tych komórek 
nawet po długotrwałym namnażaniu pozostaje normalny 
[90-92]. Inni autorzy zaobserwowali jednak, że immorta-
lizacja ludzkich komórek nabłonkowych z gruczołu sut-
kowego za pomocą wymuszonej ekspresji hTERT wiąże 
się z podwyższoną ekspresją c-MYC, a więc zmianą, która 
występuje w komórkach wielu różnych nowotworów zło-
śliwych [93]. Co więcej, wykazano że wymuszona eks-
presja telomerazy indukuje w komórkach pojawienie się 
także innych cech typowych dla nowotworów złośliwych 
[94-97], niestabilność chromosomalną w limfocytach 
T CD4+ [98], a nawet może prowadzić do pełnej trans-
formacji nowotworowej [99, 100]. Spostrzeżenia te wyraź-
nie wskazują, że terapia z użyciem komórek z wymuszoną 
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ekspresją telomerazy wiąże się z realnym zagrożeniem 
pojawienia się nowotworu. 
E .   Wy c i s z e n i e  e k s p r e s j i  g e n u  1 4 - 3 - 3 s i g m a
Gen 14-3-3sigma jest negatywnym regulatorem cyklu 
komórkowego, który uczestniczy w działaniu punktów 
kontrolujących przejście z fazy G1 do S oraz z G2 do M 
[101]. Transaktywacja przez TP53 w następstwie uszko-
dzenia DNA ma charakter sprzężenia zwrotnego, ponie-
waż zwiększony poziom białka 14-3-3sigma powoduje 
stabilizację cząsteczki TP53 [102]. Zwiększona ekspresja 
białka 14-3-3sigma powoduje jednocześnie zahamowanie 
aktywności kinazy białkowej B/Akt, co w konsekwencji 
powoduje stabilizację p27(Kip1) poprzez powstrzymanie 
degradacji tego białka [103, 104]. W komórkach wielu 
nowotworów złośliwych pochodzenia nabłonkowego 
zaobserwowano zmniejszony poziom lub brak ekspresji 
genu 14-3-3sigma [105]. Zahamowanie ekspresji 14-3-
3sigma poprzez wprowadzenie do komórek keratyno-
cytów skóry sekwencji typu anty-sens pozwoliło uzyskać 
immortalizowane linie komórek, w których procesy róż-
nicowania uległy zablokowaniu, a jednocześnie program 
starzenia podziałowego został przełamany poprzez inak-
tywację genu p16(INK4a) oraz reekspresję telomerazy 
[106]. Stosując to samo podejście wyprowadzono immor-
talizowaną linię macierzystych komórek keratynocytów 
dziąseł [107]. 
Warto zauważyć, że immortalizacja komórek 
poprzez wyciszenie ekspresji genu 14-3-3sigma możliwa 
jest jedynie w przypadku komórek nabłonkowych, które 
ujawniają ekspresję tego genu, podczas gdy w komórkach 
innych tkanek, na przykład w fibroblastach lub limfocy-
tach, gen 14-3-3sigma jest wyciszony na poziomie epige-
netycznym (108). 
F.   L i n i e  k o m ó r e k  s p o n t a n i c z n i e 
i m m o r t a l i z o w a n y c h
Komórki człowieka, w przeciwieństwie do komórek 
myszy i innych gryzoni bardzo rzadko ulegają sponta-
nicznej immortalizacji poza ustrojem [109]. Znacznie 
dłuższy okres życia osobniczego człowieka oraz życia 
podziałowego komórek ludzkich in vitro, stwarza większe, 
niż w przypadku myszy ryzyko wystąpienia i nagroma-
dzanie się zmian genetycznych, które mogą prowadzić 
do rozwoju nowotworu. Stąd też, jak się wydaje, genom 
człowieka jest znacznie lepiej niż mysi zabezpieczony 
przed uszkodzeniem materiału genetycznego. Ponadto, 
znacznie szybszy metabolizm komórek myszy bardziej 
sprzyja uszkodzeniom DNA spowodowanym m.in. przez 
mechanizmy oksydacyjne. 
W Tabeli I podsumowano najlepiej udokumentowa-
ne badania opisujące uzyskanie linii ludzkich komórek, 
które spontanicznie uzyskały zdolność do nieograniczo-
nego wzrostu poza ustrojem. Watro zwrócić uwagę na 
to, że materiałem wyjściowym dla znacznej części tego 
typu linii była wprawdzie zdrowa tkanka, niemniej pocho-
dząca od osoby z nowotworem złośliwym lub z wyraźną 
predyspozycją do jego rozwoju. Wskazuje to, że komórki 
od osób z wrodzonymi zmianami genetycznymi, które 
predysponują do wystąpienia nowotworu są znacznie 
bardziej podatne na spontaniczną immortalizację poza 
ustrojem. Stąd też można przypuszczać, że także pozo-
stałe przypadki spontanicznej immortalizacji ludzkich 
komórek wiążą się z jakimiś wyjściowymi, niezdefinio-
wanymi jeszcze zmianami genetycznymi, które osłabiają 
rygory programu starzenia podziałowego. 
3.  Własny model spontanicznie 
immortalizowanych linii ludzkich 
limfocytów T zależnych od IL-2
Ludzkie limfocyty T po pobudzeniu swoistym antyge-
nem lub za pomocą różnych mitogenów nieswoistych 
mogą ulegać tylko ograniczonej liczbie podziałów pod-
czas namnażania poza ustrojem w obecności IL-2 [136]. 
Pobudzenie spoczynkowych limfocytów T powoduje 
przejściowy wzrost ekspresji receptora dla IL-2, stąd 
też podtrzymanie podziałów w hodowlach limfocytów 
T wymaga okresowej restymulacji tych komórek pier-
wotnym bodźcem w obecności tak zwanych komórek 
„feeder” [137]. W opracowanym przeze mnie systemie 
namnażania limfocytów T w obecności IL-2 bodźcem 
pierwotnym jest WGA (Wheat Germ Agglutinin), lektyna 
pochodząca z kiełków pszenicy, którą pierwotnie postrze-
gano, jako niemitogenną [138]. WGA posiada kilka inte-
resujących właściwości, które zdecydowały o jej wyborze 
jako pierwotnego bodźca, inicjującego wzrost komórek 
T w opisywanym systemie hodowli. WGA – podobnie jak 
dwie najczęściej stosowane mitogenne lektyny – PHA lub 
ConA – łączy się w większości z tymi samymi glikopro-
teinami na powierzchni limfocytów T [139], przy czym 
może je pobudzać do produkcji IL-2 dodatkowo także 
poprzez inne struktury, niż kompleks receptora dla anty-
genu [140]. Jednocześnie, WGA może hamować prolife-
rację komórek T, blokując odpowiedź tych komórek na 
IL-2 poprzez wiązanie się z receptorem dla tego czynnika 
wzrostowego, nie wpływając przy tym na produkcję IL-2 
[141, 142]. Co więcej, stwierdzono, że WGA i czynnik 
hamujący proliferację limfocytów T (soluble suppressor 
of T cell proliferation) (SISS-T) współzawodniczą w łącze-
niu się z tą samą strukturą na powierzchni tych komórek 
[143]. Warto zauważyć przy tym, że blokada receptora dla 
IL-2 hamuje powstawanie nieswoistych supresorowych 
komórek T in vitro [144]. Wszystkie te powyższe spo-
strzeżenia wyraźnie wskazują, że WGA może skutecznie 
pobudzać limfocyty T poprzez wiele szlaków, inicjując 
przy tym produkcję IL-2, a jednocześnie blokować recep-
tor dla tego czynnika na niektórych komórkach T, w tym 
supresorowych. Może właśnie dlatego podtrzymanie dłu-
gotrwałego wzrostu w tym systemie hodowli nie wymaga 
używania jakichkolwiek komórek typu „feeder”, zaś resty-
mulacja limfocytów T polega jedynie na ich okresowej 
ekspozycji na nadsącze znad komórek jednojądrzastych 
aktywowanych WGA lub ekspozycji na same mitogeny, to 
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Tab. I. Spontaniczna immortalizacja ludzkich komórek poza ustrojem
Tkanka Nazwa linii Stan zdrowia dawcy komórek Miejsce pobrania komórek Piśmiennictwo
Fibroblasty:
XP29 MA
VIP-F:T
GM2995
MDAH172
MDAH174
MDAH041
MDAH087
MDAH170-1
MDAH170-3
MDAH120-1
III-CF
C26Ci
Xeroderma pigmentosum 
czerniak 
Xeroderma pigmentosum 
zespół Li-Fraumeni
guzy tkanek miękkich
zespół Li-Fraumeni
rak sutka
rodzinna polipowatość jelita grubego
skóra 
skóra
skóra
skóra
fibroblasty zrębu z biopsji guza 
nowotworu
fibroblasty zrębu z biopsji  tkanki 
jelita grubego
(110)
(111)
(112)
(113)
(114)
(115)
Komórki nabłonkowe:
HMT-3522
NM1
HaCaT
HME50
MCF-10
MCF-12
SIK
HPAM1
HPAF1
NIKS
IOBA-NHC
ARPE-19
dysplazja sutka
osoba zdrowa
czerniak
zespół Li-Fraumeni 
rak sutka
dysplazja sutka
dysplazja, rak sutka
osoba zdrowa
osoba zdrowa
osoba zdrowa
osoba zdrowa
osoba zdrowa
fragment tkanki piersi
napletek
skóra
biopsja  tkanki zdrowej obok 
guza
fragment tkanki piersi
fragment zdrowej tkanki piersi
napletek
gruczoł ślinianki
napletek
biopsja spojówki
gałka oczna po anukleacji
(116)
(117)
(118)
(119)
(120)
(121)
(122)
(123)
(124)
(125)
(126)
Hepatocyty:
HHY41
HH29
HH01
HH02
HH09
HH25
osoby zdrowe fragment tkanki wątroby (127, 128)
Komórki gleju (komórki Muller’a) MIO-M1 osoba zdrowa, dawca rogówki gałka oczna po anukleacji (129)
Komórki śródbłonka C11STH ? ? (130)
Komórki macierzyste z tkanki 
tłuszczowej
TMC osoby zdrowe fragment tkanki tłuszczowej (131)
Limfocyty T:  – 
Line 4,  Line 5
S4, S7, S9
S3/R
atopowe zapalenie skóry
osoba zdrowa
zespół Nijmegen 
biopsja skóry
śledziona
krew obwodowa
(132)
(133)
(134)
(135)
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znaczy WGA lub WGA łącznie z PHA [145, 146]. Brak 
konieczności stosowania komórek „feeder” w istotny spo-
sób ułatwia procedurę namnażania limfocytów T, a także 
zmniejsza ryzyko zakażenie podczas hodowli. Ponadto 
analiza na poziomie molekularnym próbek limfoblastów 
T zbieranych po namnażaniu w takich warunkach uła-
twiona jest poprzez brak zanieczyszczenia komórkami 
„feeder”. 
Wykorzystując opisany powyżej system hodowli 
wyprowadziłem 6 linii ludzkich limfoblastów T, które 
spontanicznie uzyskały zdolność do nieograniczonego 
wzrostu, a więc uległy spontanicznej immortalizacji. Dwie 
linie (Linia 4 oraz Linia 5) pochodzą z normalnej śledzio-
ny, którą usunięto z powodu urazu jamy brzusznej [133]. 
Cztery pozostałe linie (S3R, S4, S7 oraz S9), uzyskałem 
z krwi obwodowej czterech pacjentów z zespołem NBS 
[134, 135]. NBS jest recesywnie dziedziczoną chorobą, 
która charakteryzuje się m.in. niestabilnością chromoso-
mową oraz bardzo silną predyspozycją do rozwoju nowo-
tworów układu chłonnego [147]. Przeprowadzona przez 
nas rozszerzona analiza potencjału wzrostowego in vitro 
limfocytów T pochodzących od pacjentów z zespołem 
NBS, którzy są homozygotycznymi nosicielami najczęściej 
występującej, tzw. „słowiańskiej” mutacji 657del5 genu 
NBS1, wykazała spontaniczną immortalizację limfocytów 
T pochodzących od czterech spośród ośmiu badanych 
pacjentów. Zaobserwowaliśmy ponadto wyraźnie większą, 
w porównaniu normalnymi limfocytami T, maksymalną 
liczbę podziałów komórek T jednego pacjenta z zespo-
łem NBS oraz jednego heterozygotycznego nosiciela 
mutacji 657del5 [135]. Nasze dane pokazały, że na skutek 
mutacji 657del5 genu NBS1 w limfocytach T dochodzi 
do zaburzeń mechanizmów kontrolujących procesy sta-
rzenia podziałowego i pojawia się wysoka podatność na 
spontaniczną immortalizację komórek pochodzących od 
homozygotycznych nosicieli tej mutacji. 
Krzyżowe zanieczyszczenie linii komórkowych sta-
nowi potencjalny i często występujący problem w labora-
toriach na całym świecie, ponieważ ocenia się, że w przy-
bliżeniu 17-36% linii powszechnie używanych w bada-
niach biomedycznych pochodzi bądź od innej osoby, bądź 
z innego gatunku, niż podaje się w publikacjach, które 
opisują ich uzyskanie [148-151]. Analiza profilu krótkich, 
mikrosatelitarnych (polimorficznych) sekwencji DNA 
(short tandem repeat) (STR), potwierdziła, że Linia 4 
oraz Linia 5 pochodzą z tej samej, macierzystej populacji 
jednojądrzastych komórek śledziony, a także wykluczy-
ła krzyżowe zanieczyszczenie immortalizowanych linii 
S3R, S4, S7 oraz S9, potwierdzając jednocześnie, że te 
linie pochodzą od różnych osób (135). Ponadto, anali-
za rearanżacji genu TcRγ wykazała, że Linia 4 i Linia 5 
są odrębnymi, monoklonalnymi populacjami komórek 
(własne, niepublikowane dane). 
Zmiany warunkujące uzyskiwanie przez komórki 
zdolności do nieograniczonego wzrostu są wciąż słabo 
poznane, a dotychczasowe badania w tym zakresie pro-
wadzone są przede wszystkim z użyciem fibroblastów 
lub komórek nabłonkowych. Dlatego też celem prze-
stawionych dalej badań własnych była analiza morfolo-
gii komórek wspomnianych linii limfocytów T, a także 
zmian molekularnych oraz cytogenetycznych, które 
towarzyszyły ich spontanicznej immortalizacji. W szcze-
gólności badania własne obejmowały: 1) analizę fenotypu 
powierzchniowego oraz morfologii z użyciem cytometrii 
przepływowej oraz immunocytochemii, 2) charakterysty-
kę zmian długości telomerów i aktywności telomerazy, 3) 
analizę skuteczności działania punktów kontrolnych cyklu 
komórkowego, 4) badanie ekspresji wybranych genów 
kontrolujących przejście z fazy G1 do S oraz 5) analizę 
cytogenetyczną, polegającą na standardowym badaniu 
kariotypu i ploidii, badaniu zwielokrotnienia lub utraty 
materiału genetycznego za pomocą porównawczej hybry-
dyzacji genomowej (comparative genomic hybridization) 
(CGH) i ocenie liczby kopii wybranych genów z użyciem 
techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ  (Fluorescent 
In Situ Hybridization) (FISH). 
A .   A n a l i z a  f e n o t y p u  p o w i e r z c h n i o w e g o 
o r a z  m o r f o l o g i i  k o m ó r e k 
s p o n t a n i c z n i e  i m m o r t a l i z o w a n y c h  l i n i i 
l i m f o c y t ó w  T
Analiza fenotypu powierzchniowego komórek dwóch 
spontanicznie immortalizowanych linii pochodzących 
z normalnej śledziony (Linia 4 oraz Linia 5) pokazała, że 
populacja Linii 4 już po pierwszych 45 podziałach została 
zdominowana przez typowe limfoblasty CD3+CD4+CD8-,
których fenotyp nie uległ zmianie podczas następnych 
100 podziałów [152]. Natomiast podgrupa komórek 
o fenotypie CD3+CD4-CD8-, które już po pierwszych 15 
podziałach stanowiły 26% tej populacji, uzyskała przewa-
gę wzrostową podczas wyprowadzenia Linii 5 [152]. Obie 
te immortalizowane populacje limfoblastów zachowały 
ekspresję antygenów CD3 oraz TcRαβ nawet po bardzo 
długotrwałym namnażaniu (odpowiednio: po 138 i 107 
podziałach populacji) [152].
Komórki czterech spontanicznie immortalizo-
wanych linii pochodzących od pacjentów z NBS (linie: 
S3R, S4, S7 oraz S9) okazały się zdecydowanie odmien-
ne od pierwotnych limfoblastów T tak pod względem 
fenotypu powierzchniowego, wielkości, jak i morfologii 
[135]. Analiza fenotypu powierzchniowego pokazała, że 
komórki dwóch linii (S4 oraz S7) utraciły część, a komór-
ki jednej linii (S3R) większość markerów typowych dla 
limfocytów T, a więc ujawniły cechę typową dla chło-
niaka z obwodowych komórek T [135]. W komórkach 
wszystkich czterech immortalizowanych linii zaobserwo-
waliśmy jednocześnie wysoką intensywność barwienia na 
obecność CD30 zarówno w obszarze błony komórkowej, 
jak i w okolicy aparatu Golgi’ego, co stanowi charak-
terystyczną cechę chłoniaka z dużych komórek oraz 
chłoniaka Hodgkina [135]. Ponadto, stwierdziliśmy, że 
populacje wszystkich czterech immortalizowanych linii 
zawierały, w różnych proporcjach, duże komórki z obfi-
tą cytoplazmą, nerkowatym lub podkowiastym jądrem 
i/lub wieloma jądrami, które przypominały komórki ana-
plastycznego chłoniaka z dużych komórek. Co więcej, 
w linii S7 stwierdziliśmy obecność podgrupy komórek, 
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które w badaniu immunohistochemicznym wykazały 
jądrową ekspresję białka kinazy chłoniaka anaplastycz-
nego (ALK) (anaplastic lymphoma kinase) [135]. Białko 
ALK jest nieobecne w normalnych komórkach limfoidal-
nych, natomiast w anaplastycznym chłoniaku z dużych 
komórek jego ekspresja pojawia się na skutek translo-
kacji pomiędzy genem ALK w chromosomie 2p23 oraz 
innym genem, przy czym najczęściej jest to translokacja 
t(2;5), która powoduje fuzję genu ALK z genem NMP 
(nucleophosmin gene) i powstanie chimerycznego białka 
NMP/ALK [153]. Analiza FISH z dwukolorową sondą 
typu „split” nie wykazała jakichkolwiek rearanżacji genu 
ALK w komórkach linii S7, przy czym większość komórek 
ujawniła znacząco zwiększoną liczbę kopii genu ALK, na 
co wskazuje obecność 4, 6 i 10 nierozdzielonych sygna-
łów, w odpowiednio 9,5%, 63,7% i 0,5% komórek tej 
populacji [135]. Stąd też wydaje się prawdopodobne, że 
zwielokrotnienie liczby kopii genu ALK w komórkach 
linii S7 miało swój udział w pojawieniu się ekspresji całej, 
prawidłowej cząsteczki ALK. Jak dotąd, ekspresja całej 
cząsteczki ALK została zaobserwowana w podgrupie 
chłoniaka z dużych komórek B [154] oraz w różnych 
guzach tkanek miękkich [155].
Badanie z użyciem cytometru przepływowego, 
w którym analizowaliśmy morfologię komórek na pod-
stawie paramertów rozproszenia światła pokazała, że 
komórki trzech linii (S3R, S4 i S7) plasują się w obszarze 
typowym dla mieloblastów i bardziej dojrzałych komórek 
szpiku lub komórek anaplastycznego chłoniaka z dużych 
komórek, nie zaś w obszarze właściwym dla normalnych 
limfoblastów T [135]. Czwarta immortalizowana linia S9 
ujawniła morfologię bardziej zbliżoną do normalnych 
limfoblastów T, biorąc pod uwagę wysoką wartość roz-
proszenia światła mierzoną przez przedni i niższą wartość 
rozproszenia światła, która jest mierzona przez boczny 
detektor [135]. 
B .   B a d a n i e  s k u t e c z n o ś c i  d z i a ł a n i a 
p u n k t ó w  k o n t r o l n y c h  c y k l u 
k o m ó r k o w e g o
Wszystkie pochodzące od pacjentów z zespołem NBS 
spontanicznie immortalizowane linie komórek T ujaw-
niły defekt punktu kontrolnego przejścia z fazy G1 do S 
(134 oraz własne nieopublikowane dane). Odwrotnie zaś, 
zarówno pierwotna, macierzysta dla linii S4 populacja 
limfoblastów T oraz obie spontanicznie immortalizowane 
linie pochodzące z normalnej śledziony (Linia 4 i Linia 
5) ujawniły prawidłowe działanie tego punktu [133, 134]. 
Może to wskazywać, że immortalizacja komórek pocho-
dzących od chorych z NBS wiąże się z osłabieniem punk-
tu kontrolującego przejście z G1 do S. Potwierdzenie 
takiej hipotezy mogłoby mieć kliniczne implikacje, ponie-
waż zaobserwowano, że defekt punktu kontrolnego G1/S 
uwrażliwia komórki na działanie niektórych cytostatyków 
[156].
Istnieją rozbieżne dane na temat skuteczności dzia-
łania punktu kontrolnego G2 do M w napromienionych 
komórkach, które pochodzą od chorych z NBS. Niektóre 
prace opisują prawidłowe działanie tego punktu w pier-
wotnych fibroblastach, w liniach EBV/LCL oraz w liniach 
transformowanych wirusem SV40 [157-159], zaś w innych 
badaniach stwierdzono, że punkt G2/M jest uszkodzony 
w komórkach linii EBV/LCL oraz w liniach transformo-
wanych wirusem SV40 [160-163]. Wydaje się, że źródłem 
tych rozbieżności są odmienne parametry dawki promie-
niowania lub czasu analizy po napromienieniu komórek, 
które zastosowano w tych układach badawczych. Dane 
Xu i wsp., [159], którzy za pomocą cytometrii przepły-
wowej analizowali nagromadzanie się komórek na gra-
nicy G2/M, wyraźnie wskazują, że populacje komórek 
z prawidłowym i uszkodzonym punktem G2/M można 
odróżnić dopiero po napromienieniu dawką wyższą niż 
1 Gy oraz w czasie nie krótszym, niż 24 godziny po napro-
mienieniu. W naszych badaniach zastosowaliśmy inną 
metodę, która pozwala ocenić, w jakim stopniu komórki, 
będące podczas napromieniania w fazie G2, zdolne są 
do przejścia do fazy M. Nasze badania jednoznacznie 
pokazały, że zarówno pierwotne, jak i immortalizowa-
ne limfoblasty T pacjentów z NBS (mutacja 657del5) 
wykazują uszkodzenie punktu kontrolnego G2/M, na co 
wyraźnie wskazuje znaczący odsetek komórek w fazie M 
zaobserwowany 2 godziny po napromienieniu (własne 
nieopublikowane dane).
Skuteczne działanie punktu kontrolnego fazy S pole-
ga na krótkotrwałym powstrzymaniu syntezy DNA po 
uszkodzeniu DNA wywołanym przez ekspozycję komó-
rek na promieniowanie jonizujące [164]. Uszkodzenie 
mechanizmu kontroli tej fazy cyklu komórkowego, zwane 
„syntezą DNA oporną na promieniowanie” (radioresi-
stant DNA synthesis) (RDS) polega na nieskutecznym 
zahamowaniu syntezy DNA i jest charakterystyczną 
cechą fenotypu komórek pacjentów z zespołem AT 
i NBS [165]. Ciekawe, że jedna z czterech opisywanych 
tutaj spontanicznie immortalizowanych linii komórek T 
pochodzących od pacjentów z NBS (linia S3R) ujawniła 
prawidłowe działanie bloku w obrębie fazy S po napro-
mieniowaniu (własne, nieopublikowane dane). Girard 
i wsp. opisali podobnie nietypowo reagujące na napro-
mienienie komórki pierwotnych fibroblastów skóry, które 
pochodziły od pacjenta z NBS z tą samą mutacją genu 
NBS1, to znaczy delecją pięciu par zasad w pozycji 657 
[166]. Najprawdopodobniej odmienne tło genetyczne 
zdeterminowało nietypowy fenotyp RDS komórek obu 
tych linii. Warto w tym kontekście zwrócić uwagę na 
istnienie dwóch równoległych szlaków regulacji punktu 
kontrolnego wewnątrz fazy S, z których jeden zależny jest 
od genu NBS1, drugi zaś od genu Chk2 [167]. 
C .   A n a l i z a  e k s p r e s j i  r e g u l a t o r ó w 
p r z e j ś c i a  z  f a z y  G 1  d o  S
W normalnych, napromienionych komórkach zahamo-
wanie cyklu komórkowego na granicy przejścia z fazy G1 
do S realizowane jest z udziałem TP53, głównie poprzez 
transaktywację p21(WAF1/CIP1) [168]. Zaobserwowane 
przez nas osłabienie działania punktu kontrolnego G1/S 
we wszystkich czterech immortalizowanych liniach komó-
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rek T od chorych z NBS sugerowało zaburzenia proce-
sów nagromadzania się TP53 oraz p21(WAF1/CIP1) 
w następstwie popromiennych uszkodzeń DNA. Słabe 
nagromadzanie się p21 w naświetlonych komórkach linii 
S4 mogło mieć udział w defekcie bloku G1/S, niemniej 
jednak w liniach: S3R, S7 oraz S9 stwierdziliśmy wyraźne 
nagromadzanie się p21 po 24 godzinach po napromie-
niowaniu komórek (134 oraz własne niepublikowane 
dane). Ciekawe, że w komórkach zwojaka zarodkowego 
zaobserwowano prawidłową, zależną od TP53 funkcjo-
nalną transaktywację p21(WAF1/CIP1), która współwy-
stępowała z defektem bloku G1/S po napromieniowa-
niu, wówczas gdy jednocześnie występowała zwiększona 
ekspresja c-MYC [169]. Zaobserwowano ponadto, że 
wymuszenie ekspresji geny c-MYC w komórkach nabłon-
ka gruczołu sutkowego powoduje osłabienie punktu 
kontrolnego G1 po napromienieniu komórek [170]. Stąd 
też możliwe, że podwyższony poziom ekspresji białka 
c-MYC, który zaobserwowaliśmy w komórkach opisywa-
nych tutaj immortalizowanych linii [133, 134] miał udział 
w promowaniu przechodzenia komórek do fazy S po ich 
napromienieniu, przy jednoczesnym nagromadzaniu się 
p21(WAF1/CIP1). 
Pierwotna aktywacja normalnych limfocytów T 
oraz każda ich restymulacja pierwotnym bodźcem pod-
czas namnażania w obecności IL-2 prowadzi do wzrostu 
aktywności telomerazy, niemniej nie zapobiega to skraca-
niu się telomerów i ostatecznemu powstrzymaniu wzrostu 
komórek [171, 172]. Wcześniejsze badania pokazały, że 
wymuszenie utrwalonej (ciągłej) ekspresji telomerazy 
poprzez wprowadzenie do normalnych limfocytów T 
genu hTERT może prowadzić do ich immortalizacji [173]. 
Kiedy podejmowaliśmy badania, to znaczy w drugiej 
połowie lat 90-tych, nie było jasne, czy inne zmiany gene-
tyczne, prócz trwałej aktywności telomerazy, są niezbęd-
ne dla uzyskania nieograniczonego wzrostu limfocytów 
T. Nasze dane pokazały, że w spontanicznie immortalizo-
wanych liniach komórek T stabilizacja długości telome-
rów oraz wysoka aktywność telomerazy współwystępują 
ze zmienioną ekspresją szeregu cząsteczek regulujących 
przejście z fazy G1 do S [133, 134]. W szczególności, 
w aktywnie proliferujących komórkach Linii 4, Linii 5 
oraz linii S4 (w fazie wychodzenia z kryzysu wzrostu), 
stwierdziliśmy współwystępowanie wysokiego poziomu 
ekspresji p16(INK4a) oraz nieaktywnej, ufosforylowanej 
formy cząsteczki RB [133, 134]. W komórkach tych linii 
hamujące oddziaływanie p16(INK4a) zostało najwyraź-
niej przełamane dzięki zwiększonej ekspresji takich pozy-
tywnych regulatorów cyklu komórkowego, jak: CDK4, 
cyklina D2, Cyklina E i/lub c-MYC [133, 134]. Warto 
zauważyć, że krytyczne znaczenie podwyższonej ekspresji 
CDK4 dla przełamania hamującego oddziaływania szlaku 
p16(INK4a)/RB podczas immortalizacji potwierdziły póź-
niejsze dane Ramireza i wsp., którzy po wymuszeniu eks-
presji genów: CDK4 oraz hTERT w komórkach nabłon-
kowych oskrzeli uzyskali immortalizowane linie komórek 
z wysokim poziomem ekspresji p16(INK4a) oraz z nieak-
tywną, ufosforylowaną formą cząsteczki RB [174]. Stąd 
też można przypuszczać, że zwiększona ekspresja genu 
CDK4, która występuje w różnych nowotworach, gdzie 
jednocześnie występuje prawidłowa ekspresja cząsteczek: 
RB oraz p16(INK4a) [175-179], ma udział w uzyskiwaniu 
nieograniczonego potencjału wzrostowego komórek. 
Cyklina E, która w kompleksie z CDK2 bierze udział 
w fosforylacji RB, może zastępować nieaktywne kom-
pleksy cyklina/CDK4-CDK6 [180]. Stąd też, wydaje się, 
że w taki sposób w komórkach Linii 5, które posiadają 
prawidłową cząsteczkę RB, mogło dojść do przełamania 
blokujące oddziaływania p16(INK4a).
Gen c-MYC jest pozytywnym regulatorem ekspresji 
telomerazy, ponieważ może indukować jej aktywność 
poprzez transkrypcyjną aktywację genu hTERT [181, 
182]. Dlatego też, wyraźnie wyższy poziom ekspresji czą-
steczki c-MYC, który zaobserwowaliśmy w późniejszej 
fazie wzrostu pięciu immortalizowanych linii: Linii 4, S4, 
S7, S9 oraz S3R mógł mieć udział nie tylko w promowa-
niu proliferacji, ale również w zwiększeniu aktywności 
telomerazy (133, 134 oraz własne dane nieopublikowa-
ne). 
W kontekście rozważań na temat zmian genetycz-
nych, które mają udział w reaktywacji telomerazy i/lub 
stabilizacji telomerów podczas immortalizacji limfocytów 
T warto wspomnieć o raporcie Maser i wsp., którzy poka-
zali, że alternatywna transkrypcja genu NBS1 w limfocy-
tach B transformowanych wirusem EBV, które pochodzą 
od osób z NBS, prowadzi do powstania dwóch cząste-
czek białka o ciężarze cząsteczkowym 26 i 70 kD, zamiast 
prawidłowego produktu tego genu, to znaczy cząsteczki 
nibryny o ciężarze 95 kD, przy czym fibroblasty z tą samą 
mutacją ujawniają obecność tylko formy 26 kD nibryny 
(183). W naszych badaniach po raz pierwszy wykazaliśmy 
obecność kadłubowej formy cząsteczki nibryny o c. cz. 70 
kD zarówno w pierwotnych, jak i w immortalizowanych 
limfocytach T z mutacją 657del5 genu NBS1 [134]. Być 
może obecność w limfocytach fragmentu białka nibry-
ny o c.cz. 70 kD, jest konieczna dla ich immortalizacji 
i tym samym warunkuje tkankową swoistość nowotworów 
występujących u pacjentów z zespołem NBS.
D .   A n a l i z a  c y t o g e n e t y c z n a
Zaobserwowaliśmy, że w 5 spośród 6 spontanicznie 
immortalizowanych linii komórek T (Linia 4, Linia 5 oraz 
linie: S4, S7 i S9) pojawiła się wspólna zmiana w postaci 
zwielokrotnienia materiału z krótkiego ramienia chro-
mosomu 2 (obszar 2p13-24) [184]. Zmiana ta pojawiła 
się we wczesnej fazie hodowli i była obecna we wszystkich 
komórkach tych pięciu immortalizowanych linii, co suge-
ruje, że zwielokrotnienie materiału genetycznego, który 
znajduje się na krótkim ramieniu chromosomu 2 miało 
udział w uzyskiwaniu przez komórki nieograniczonego 
potencjału wzrostowego.
Zwielokrotnienie materiału z krótkiego ramienia 
chromosomu 2p pojawia się z dużą częstością w komór-
kach różnych typów nowotworów, a w tym w ziarnicy 
złośliwej oraz w chłoniakach nieziarniczych [185-196]. 
Ponadto, w chłoniaku nieziarniczym duplikacja krótkiego 
ramienia chromosomu 2 wiąże się ze złą prognozą i gor-
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szą odpowiedzią na chemioterapię [197, 198]. Ciekawe, 
że zwielokrotnienie materiału genetycznego z obszarów 
2p22-25 oraz 8q stwierdzono także w większości przy-
padków nawracającego, surowiczego raka jajnika [199]. 
Warto jednocześnie zwrócić uwagę, że wszystkie wypro-
wadzone przez nas linie spontanicznie immortalizowa-
nych komórek T ujawniły bardzo wysoki poziom ekspresji 
dwóch podjednostek receptora dla IL-2, to znaczy CD25 
oraz CD122 [135], a przy tym proliferacja tych komórek 
w obecności IL-2 nie wymaga jakiejkolwiek restymula-
cji, co może wskazywać na zaburzenia regulacji ekspresji 
receptora dla tego czynnika wzrostowego oraz na nie-
prawidłowości w przekazywaniu sygnałów po związaniu 
się z IL-2 z receptorem. Podwyższony poziom ekspresji 
CD25 zaobserwowano w wielu typach nowotworów zło-
śliwych, w białaczkach i chłoniakach, a w tym w anapla-
stycznym chłoniaku z dużych komórek [200, 201]. W tym 
kontekście warto zauważyć, że zwielokrotnienie mate-
riału genetycznego pochodzącego z krótkiego ramienia 
chromosomu 2 stwierdzono także w liniach komórek T, 
pochodzących od chorych z ATL lub z zespołem Sezary 
[202, 203].
Obszar 2p13-24, który uległ zwielokrotnieniu we 
wszystkich analizowanych przez nas spontanicznie 
immortalizowanych liniach komórek T, zawiera szereg 
genów kodujących pozytywne regulatory cyklu komór-
kowego, takich jak na przykład: REL (2p12-13), c-MYC 
(2p24.1), ALK (2p23.1), ID2 (2p25) i MEISI (2p14). 
Zaobserwowaliśmy zwielokrotnienie liczby kopii genów 
REL, MYCN i ALK w komórkach linii S4 i S7, natomiast 
w linii S7 stwierdziliśmy – tak jak wcześniej wspomniano 
– obecność podgrupy komórek, które wykazały ekspre-
sję białka ALK [135, 184]. Analiza poziomu ekspresji 
produktów innych genów z tej grupy pozwoli upewnić 
się, czy doszło także do zwiększenia się ich ekspresji. 
Przeprowadzana obecnie analiza różnicowej ekspresji 
genów, która obejmuje opisywane populacje immorta-
lizowanych oraz macierzystych limfoblastów T, być może 
ułatwi znalezienie genów odpowiedzialnych za sponta-
niczną immortalizację tych linii. 
Ponadto w późniejszej fazie wzrostu linii: S4, S7 oraz 
S9 (po ponad 100 podziałach populacji) zaobserwowali-
śmy stosując analizę CGH zwielokrotnienie materiału 
obecnego w regionie 8q21-24, przy czym jednocześnie 
w komórkach tych linii stwierdziliśmy zwiększoną liczbą 
kopii c-MYC w badaniu z użyciem FISH [184]. Zmiany 
te związane były z wyższym poziomem ekspresji białka 
c-MYC w komórkach wszystkich opisywanych spontanicz-
nie immortalizowanych linii, w tym także w linii S3R (133, 
134, 184 oraz własne dane niepublikowane). Zwiększona 
ekspresja c-MYC najwyraźniej dostarczała immortalizo-
wanym komórkom dodatkowej przewagi wzrostowej oraz 
mogła mieć udział w zwiększeniu aktywności telomerazy, 
zważywszy na wspomnianą wcześniej zdolność transakty-
wacji promotora hTERT przez c-MYC.
Interesujące także wydaje się, że analiza z użyciem 
techniki CGH wykazała w pięciu spośród sześciu immor-
talizowanych linii zwielokrotnienie materiału obecnego 
w chromosomie 3 (obszar 3q26-29) (własne dane niepub-
likowane).
Ostatnie badania pokazały, że zmiany związane 
z mikroRNA – krótkimi, niekodującymi cząsteczkami 
RNA – odgrywają istotną rolę w inicjacji i progresji wielu 
nowotworów złośliwych [204, 205]. Zaobserwowano, że 
ponad połowa genów kodujących microRNA znajduje 
się w tych obszarach chromosomów, które są szczególnie 
podatne na typowe dla nowotworów zmiany chromoso-
mowe, takie jak: zwielokrotnienie lub utrata materiału 
genetycznego, czy też często występujące punkty złamań 
chromosomów [206]. Zważywszy, że na przykład co naj-
mniej 4 geny microRNA znajdują się na krótkim ramie-
niu chromosomu 2 (http://microrna.sanger.ac.uk/) oraz, 
że mikroRNA umiejscowione w obszarach, które uległy 
zwielokrotnieniu, mogą działać jak onkogeny [207], nie 
można wykluczyć udziału różnych microRNA obecnych 
w obszarach: 2p13-24, 8q21-24 lub 3q26-29 w uzyskiwaniu 
przez komórki opisywanych tutaj linii komórek T zdolno-
ści do nieograniczonego wzrostu. 
Nasze dane wskazują, że podczas wyprowadzania 
opisywanych tutaj spontanicznie immortalizowanych 
linii limfocytów T doszło najwyraźniej do klonalnej eks-
pansji podgrupy komórek, które uzyskały zdolność do 
nieograniczonego wzrostu, na co wskazuje analiza rea-
ranżacji genu TcRγ [134], ewolucja zmian kariotypowych 
podczas wyprowadzania tych linii [184] oraz coraz bar-
dziej ujednolicony fenotyp powierzchniowy tworzących je 
komórek podczas hodowli [135]. Nie wiadomo, dlaczego 
limfocyty T, pochodzące z normalnej śledziony uległy 
spontanicznej immortalizacji, tworząc Linię 4 oraz Linię 
5. Zdecydowana większość przypadków spontanicznej 
immortalizacji dotyczy komórek pochodzących od osób 
z nowotworem złośliwym lub z wyraźną predyspozycją do 
jego rozwoju (Tabela I), stąd też można przypuszczać, że 
dawca tej śledziony był jednak obciążony jakimiś niezde-
finiowanymi zmianami genetycznymi, które prowadzą do 
zaburzeń programu starzenia podziałowego. 
Spontaniczne immortalizowane linie komórek 
pochodzących od pacjentów z NBS powstały raczej na 
skutek zmian genetycznych i/lub epigenetycznych, które 
zaistniały podczas hodowli, nie zaś w rezultacie wzrostu 
poza ustrojem zmienionych limfocytów T, które już in vivo 
posiadały nieograniczony potencjał wzrostowy. Warto 
bowiem zauważyć, że u jednego z pacjentów z NBS, roz-
poznano chłoniaka limfoblastycznego z limfocytów T dwa 
lata po pobraniu próbki krwi, z której uzyskaliśmy spon-
tanicznie immortalizowaną linię S4. Komórki tego nowo-
tworu miały jednak zdecydowanie odmienny fenotyp, niż 
komórki zarówno linii S4, jak i pozostałych immortali-
zowanych linii pochodzących od trzech innych pacjen-
tów z zespołem NBS [135]. U jednego z nich pacjentów 
(dawca komórek linii S3R) rozpoznano raka tarczycy 9 
lat po pobraniu próbki krwi, drugi (dawca komórek linii 
S9) zmarł z powodu niewydolności krążenia dwa lata po 
inicjacji hodowli z jego limfocytów, u trzeciego zaś, jak 
dotąd, nie stwierdzono żadnego nowotworu.
Nie jest jasne, w jaki sposób mutacja 657del5 genu 
NBS1 powoduje zaburzenia, które mogą sprzyjać wyso-
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kiej podatności na spontaniczną immortalizację lim-
focytów T, związaną z klonalną ekspansją atypowych 
komórek z cechami charakterystycznymi dla chłoniaka 
z obwodowych komórek T i/lub anaplastycznego chłonia-
ka z dużych komórek. Zjawisko to może wiązać się z rolą, 
jaką nibryna – produkt genu NBS1 – odgrywa w działaniu 
telomerów, które chronią końce chromosomów przed 
ich rozpoznawaniem, jako pęknięć podwójnej nici DNA 
oraz zapobiegają ich zniszczeniu, fuzji lub nieupraw-
nionej rekombinacji [208]. d’Adda di Fagagna i wsp. 
zaobserwowali ostatnio, że na końcach chromosomów 
starych podziałowo, nieproliferujących komórek obec-
nych jest wiele cząsteczek związanych z reagowaniem na 
podwójne pęknięcia DNA, a tym także i nibryna [209]. 
Ponadto okazało się, że zahamowanie niektórych kinaz, 
które uczestniczą w reagowaniu na uszkodzenia DNA, 
powoduje przywrócenie przechodzenia tych komórek do 
fazy S [209]. Stąd też w starych podziałowo komórkach 
osób z NBS inicjacja i utrzymywanie się bloku proliferacji 
są prawdopodobnie osłabione na skutek niesprawnego 
działania nibryny, co może sprzyjać wydłużaniu się życia 
podziałowego komórek i niestabilności chromosomowej, 
a w rezultacie tworzeniu się i nagromadzaniu zmian nie-
zbędnych dla immortalizacji i dalszych nieprawidłowości 
prowadzących do pojawienia się atypowych komórek 
z cechami typowymi dla chłoniaka.  
Rozważając inne możliwe molekularne uwarunko-
wania wysokiej podatności na spontaniczną immortali-
zację komórek T pochodzących od pacjentów z zespołem 
NBS warto zauważyć, że limfocyty heterozygotycznych 
nosicieli mutacji 657del5 genu NBS1 charakteryzują się 
zmienioną w porównaniu z limfocytami od osób z pra-
widłowym genem NBS1, ekspresją wielu genów, w tym 
związanych ze szlakami naprawy DNA, regulacją cyklu 
komórkowego oraz apoptozy [210]. Oznacza to, że 
komórki pacjentów z zespołem NBS, którzy są homo-
zygotycznymi nosicielami tej mutacji, obciążone są nie 
tylko deficytem funkcji genu NBS1, ale także posiadają 
istotnie zmieniony fenotyp ekspresji szeregu genów kry-
tycznych dla kontroli programu starzenia podziałowego 
w limfocytach T. 
4. Podsumowanie wyników własnych badań
1. Wykorzystując własny system inicjowanej mitogenem 
długotrwałej hodowli ludzkich limfocytów T w obec-
ności interleukiny 2 wyprowadziłem sześć linii ludz-
kich limfoblastów T, które spontanicznie uzyskały 
zdolność do nieograniczonego wzrostu. Dwie spośród 
tych immortalizowanych linii pochodzą z normal-
nej śledziony, natomiast cztery linie uzyskano z krwi 
obwodowej czterech pacjentów z zespołem NBS, który 
charakteryzuje się wysoką częstością występowania 
nowotworów układu chłonnego. Analiza profilu DNA 
wykluczyła krzyżowe zanieczyszczenie tych immorta-
lizowanych linii i potwierdziła, że pochodzą one od 
różnych osób. Stwierdziliśmy wysoką podatność na 
spontaniczną immortalizację limfocytów T pochodzą-
cych od homozygotycznych nosicieli mutacji 657del5 
genu NBS1 (cztery spośród ośmiu analizowanych przy-
padków). 
2. Nasze badania pokazały, że populacje czterech spon-
tanicznie immortalizowanych linii pochodzących od 
pacjentów z NBS zawierają atypowe komórki, których 
wielkość, cechy morfologii oraz fenotypu powierzch-
niowego są charakterystyczne dla komórek obwodo-
wego chłoniaka z komórek T lub anaplastycznego 
chłoniaka z dużych komórek. Tylko u jednego z tych 
czterech pacjentów rozpoznano później (dwa lata po 
uzyskaniu próbki krwi) chłoniaka limfoblastycznego 
z limfocytów T, którego fenotyp był jednak zdecy-
dowanie odmienny, niż fenotyp komórek wszystkich 
czterech immortalizowanych linii, co sugeruje, że 
uzyskanie przez komórki tych linii nieograniczonego 
potencjału wzrostowego oraz innych cech fenotypu 
nowotworowego miało miejsce in vitro.
3. Zaobserwowaliśmy, że spontaniczna immortalizacja 
komórek opisywanych linii była związana ze stabilizacją 
długości telomerów, wysoką ekspresją telomerazy 
oraz z zaburzoną regulacją cyklu komórkowego. 
Nasze badania wykazały w szczególności, że spon-
tanicznie immortalizowane linie limfocytów T od 
pacjentów z zespołem NBS, w przeciwieństwie do 
immortalizowanych linii komórek T z prawidłowym 
genem NBS1, mają osłabiony punkt kontrolujący 
przejście z fazy G1 do S po napromienieniu komó-
rek, ale jednocześnie niektóre z tych linii nie wyka-
zują w tych warunkach wyraźnych zaburzeń nagro-
madzania się TP53 oraz p21(WAF1/CIP1), za co 
prawdopodobnie odpowiedzialny jest podwyższony 
poziom ekspresji c-MYC w komórkach tych linii. 
Za równo pierwotne, jak i immortalizowane komórki T 
od pacjentów z zespołem NBS (z wyjątkiem jednej 
linii, S3R) ujawniły defekt punktu kontrolnego 
wewnątrz fazy S. Wszystkie cztery immortalizowane 
linie pochodzące od pacjentów z zespołem NBS 
wykazały uszkodzenie punktu kontrolującego przej-
ście z fazy G2 do M. W niektórych spontanicznie 
immortalizowanych liniach stwierdziliśmy współ wy-
stępowanie wysokiej ekspresji cząsteczki p16(INK4a) 
z obecnością ufosforylowanej formy cząsteczki RB, 
przy jednocześnie zwiększonej ekspresji białek: CDK4, 
cykliny D2, c-MYC lub cykliny E, co sugeruje że 
hamowanie cyklu komórkowego na granicy G1/S przez 
p16(INK4a) zostało przezwyciężone (przełamane) 
poprzez zwiększoną ekspresję pozytywnych regula-
torów cyklu komórkowego podczas uzyskiwania 
przez komórki tych linii nieograniczonego potencjału 
wzrostowego. 
4. W naszych badaniach po raz pierwszy wykazali-
śmy obecność kadłubowej formy cząsteczki nibryny 
o c. cz 70 kD zarówno w pierwotnych, jak i w immorta-
lizowanych limfocytach T homozygotycznych nosicieli 
mutacji 657del5 genu NBS1.
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5. Stwierdziliśmy, że w spontanicznie immortalizowanych 
liniach komórek T występują wspólne zmiany cytoge-
netyczne w postaci zwielokrotnienia materiału gene-
tycznego, który pochodzi z:
 a –  chromosomu 2 (obszar 2p13-24) w 5 liniach (Linia 
4, Linia 5, S4, S7 oraz S9), 
 b –  chromosomu 8 (obszar  8q21-24) w 3 liniach (S4, 
S7 oraz S9),
 c –  chromosomu 3 (obszar 3q26-29) w czterech 
liniach (Linia 5,  S3R,  S4  oraz S9). Spostrzeżenia 
te sugerują obecność w tych obszarach genów, 
których ekspresja ma istotny udział w uzyskiwaniu 
przez limfocyty T zdolności do nieograniczonego 
wzrostu. 
6.  Badania procesu uzyskiwania przez komórki zdol-
ności do nieograniczonego wzrostu prowadzone 
są najczęściej z użyciem fibroblastów lub komórek 
nabłonkowych, które są immortalizowane poprzez 
infekcję wirusami lub poprzez wymuszenie ekspresji 
różnych genów, co wiąże się z wprowadzeniem do 
komórek szeregu dodatkowych zmian, utrudniających 
interpretację analiz w tych systemach badawczych. 
Przedstawiony w tym opracowaniu własny, nowy 
model obejmujący spontanicznie immortalizowane 
linie limfocytów T, które posiadają cechy komórek 
chłoniaka rozszerza możliwości analizy mechanizmów 
odpowiedzialnych za immortalizację limfocytów oraz 
rozwój nowotworów  układu chłonnego.
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